® BUNDESREPUBLIK @ Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND @ QE 10204566 A 1 



® Int. CI. 7 : 

C 12 Q 1/68 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
® Offenlegungstag: 



102 04 566.6 
4. 2.2002 
14. 8.2003 



(0 
<0 
If) 

s 

CM 
O 



LU 



© Anmelder: 

Nanogen Recognomics GmbH, 60311 Frankfurt, DE 

® Vertreter: 

Ackermann, J., Dipl.-Chem. Dr.rer.nat, Pat.-Anw., 
65719 Hofheirn 



@ Erfinder: 

Muth, Jochen, Dr., 65929 Frankfurt, DE; Kappel, 
Andreas, Dr., 61462 Konigstein, DE; Behrensdorf, 
Heike, Dr., 65929 Frankfurt, DE 

(§) Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit in Betracht 
zu ziehende Druckschriften: 



DE 
US 



198 53 398 CI 
58 49 486 A 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingeretchten Unterlagen en t no m men 

® Verfahren zur Bestimmung des Methylierungsmusters von DNA 
@ Beschrieben wird ein Verfahren zur Bestimmung des 

Methylierungsmusters in DNA-Sequenzen, wobei nicht 

methyliertes Cytosin der DNA-Sequenz mit einer Detek- 

tor-DNA-Sequenz hybridisiert wird, wobei die Hybride 

ortsaufgelost auf einer Oberflache fixiert sind. Im An- 
schluss erfolgt die Detektion von Guanin/Uracil-Fehlpaa- 

rungen unter Verwendung von solchen Fehlpaarungen 

erkennenden Substanzen. 



<0 

to 
o 

8 



HI 



BUNDESDRUCKEREI 06.03 103 330/455/1 2 



DE 102 04 566 A 1 



Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Methylierungsmusters von DNA insbe- 
sondere unter Verwendung von elektronisch adressierbaren Biochips. 
5 [0002] Die Methylierung von DNA spielt in der Natur eine wichtige Rolle. Insbesondere die Aktivitat von Genen wird 
mit Hilfe dcr Methylierung von einzelnen Cytosinen in der DNA reguliert. Urn die Aktivitat und Regulation einzelner 
Gene besser beurteilen zu konnen, besteht ein groBes Interesse an Verfahren, mit denen sich solche Methylierungen ein- 
fach nachwcisen lassen. Aus diesem Grunde wurdcn inzwischen mchrcre Methodcn entwickelt, die zur Bestimmung der 
Mcthylicrungsratc und dcs Methylierungsmusters in dcr DNA gecignct sind. 
10 [0003] Eine Methode benutzt Restriktionsenzyme, die methylierte Schnittstellen nicht als Substrat erkennen konnen 
(z. B. bcschricbcn in Analysis of DNA mcthylation and DNAsc I sensitivity in gene-specific regions of chromatin; Gin- 
der, Gordon; Methods Hematol. Bd. 20 1989 S. 111-123). Mit diesen Verfahren konnen allerdings nur Methylierungen 
aufgespiirt werden, die an den Restriktionsschnittstellen auftreten. 

[0004] Dariiber hinaus gibt es weitere Verfahren, bei denen mit Hilfe der PGR die Methylierung von DNA-Sequenzen 
15 ermittelt wird (MethylLight: a high-througput assay to measure DNA methylation; Cindy A. Eads, Kathleen D. Danen- 
berg, Kazuyuki Kawakami, et. al.; Nucleic Acids Rearch 2000 Vol. 28. No 8.). Bei diesem Verfahren muss allerdings fur 
jede Methylierungsposiuon eine entsprechende Farbstoff markierte Probe synthetisiert werden, was technisch sehr auf- 
wendig ist. 

[0005] Neben den beschriebenen biotechnologischen Ansatzen kann auch durch die chemische Umsetzungen mit 
20 Chloroacetaldehyd die Methylierung von DNA quantitativ bestimmt werden. Der Nachweis der Methylierung erfolgt bei 
diesem Verfahren mit Hilfe eines Spektrometers im Bereich zwischen 300 und 400 nm. (Quantification of 5-Methylcy- 
tosine in DNA by the Chloroacetaldehyde Reaction; Biotechniques 27, 744-752 October 1999, Oakeley E. J, Schmitt F, 
JostJ.P.) 

[0006] Bei einer altemativen Methode wird das Methylierungsmuster mit Hilfe von Bisulflt SSCP ermittelt, wobei 
25 nicht methylicrtcs Cytosin in Uracil umgcwandelt wird. Mit Hilfe cincs DNA-Sequcnzers kann dann die Sequenz dcr un- 
tersuchten DNA-Probe bestimmt werden (Quantitative DNA Methylation analysis by fluorescent ploymerase chain re- 
action single strand conformation polymorphism using an automated DNA sequencer; Hiromu Suzuki, Fumio Itoh, Mi- 
noru Toyota Tekefumi KiKuchi Electrophoresis 2000 21, 904-908). 

[0007] Der Erfindung liegt folglich die Aufgabe zugrunde ein einfaches Verfahren zur Bestimmung des Methylie- 
30 rungsmusters von DNA-Sequenzen bereitzustellen. 

[0008] Die Aufgabe wird durch ein Verfahren gelost, dass folgende Verfahrensschritte umfasst: 

a) Chemische Umwandlung von in Ausgangs-DNA enthaltenem nicht methylierten Cytosin zu Uracil, wobei die 
Sequenz der Ausgangs-DNA bekannt ist, 
35 b) Hybridisierung von einzelstrangigen, nach Schritt a) behandelter DNA mit einzelstrangigen Detektor-DNA- Se- 

quenzen, die komplementar zur Sequenz der Ausgang-DNA oder deren Teilsequenzen sind, wobei die Guaninbasen 
gegen Adeninbasen ausgetauscht sein konnen, 

c) Fixierung von einzelstrangiger Detektor-DNA oder von einzelstrangigen nach Schritt a) behandelten DNA-Se- 
quenzen vor oder wahrend der Hybridisierung oder von Heterodupiices aus Derektor-DNA und nach Schritt a) be- 

40 handelter DNA nach oder wahrend der Hybridisierung, wobei die Fixierung ortsaufgelost auf einem TVager erfolgt, 

so dass jedcr Detcktor-DNA-Sequcnz ein bestirnmtcr Ort zuzuordnen ist, 

d) Inkubation mit einem Guanin/Uracil- oder Adenin/Methylcytosin-Fehlpaarungen erkennenden Substrat und De- 
tektion der Substratbindungen. 

45 [0009] Im Sinne der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff "Ausgangs-DNA", eine DNA oder ein DNA-Frag- 
mcnt mit bekannter Sequenz verstanden, dessen Methylierungsmuster bestimmt werden soil. 

[0010] Unter dem Begriff "Detektor-DNA" fallen DNA-Polynucleotide, die zu Teilsequenzen der Ausgangs-DNA-Se- 

quenz komplementar sind, wobei bevorzugt alle Guaninbasen gegen Adeninbasen ausgetauscht sind. 

10011] Der Begriff der "ortsaufgelosten" Fixierung besagt, dass einer bestimmten Detektor-DNA-Sequenz ein definiert 

50 Ort auf einem Trager zugeordnet werden kann. Die Beladung des Tragers kann dabei passiv, z. B. unter Einsatz von Pi- 
pettiergeraten oder aktiv, iiber elektronische Adressierung erfolgen. Verfahren zu Herstellung solcher Trager sind dem 
Fachmann bekannt. Zur Herstellung elektronisch adressierbarer Trageroberflache sind entsprechende Verfahren z. B. in 
Radtkey et al., Nucl. Acids Res. 28, 2000, el7, R. G. Sonowsky et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1119-1 123; 1994 P. N. 
Gilles et al., Nature Biotechnol. 17, 365-370, 1 999 beschrieben, wobei auch die Herstellung selbst mittels elektronischer 

55 Adressierung durchgefuhrt werden kann. 

[0012] Die zu untersuchende Ausgangs-DNA kann z. B. ein, aus dem Zellkem isoliertes, Gen oder Genfragment sein, 
dessen Nucleotidsequenz bekannt ist. Die Ausgangs-DNA kann zur besseren Handhabung weiter fragmentiert werden. 
Die Fragmentierung kann unspezifisch z. B. durch Scherkrafte oder spezifisch z. B. durch einen Restriktionsverdau er- 
folgen. Die so erhaltenen DNA-Fragmente konnen anschlieBend fiir die chemische Umwandlung denaturiert werden. 

60 [0013] Die chemische Umwandlung von nicht methyliertem Cytosin in den Ausgangs-DNA-Sequenzen erfolgt dabei 
bevorzugt durch Verwendung von Bisulfiten, wobei Methylcytosin bei der Reaktion nicht umgesetzt wird. Die so behan- 
delte DNA-Sequenz kann nun mit einer Detektor-DNA-Sequenz hybridisiert werden, wobei die Detektor-DNA-Sequenz 
komplementar zu der chemisch unbehandelten Ausgangssequenz sein kann. Bei der Hybridisierung der chemisch behan- 
delten DNA-Sequenz mit der Detektor-DNA-Sequenz ergeben sich folglich Guanin/Uracil-Fehlpaarungen an den Se- 

65 quenz-Positionen, an denen in der Ausgangssequenz ein nicht methyliertes Cytosin vorhanden war. 

[0014] In einer bevorzugien Ausfuhrungsform werden allerdings Detektor-DNA-Sequenzen verwendet deren Sequenz 
komplementar zu der chemisch unbehandelten Ausgangssequenz ist, wobei die Guaninbasen durch Adeninbasen ersetzt 
sind. Bei der Hybridisierung der Detektor-DNA-Sequenz mit der chemisch behandelten DNA-Sequenz werden sornil 
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Adenin/Methylcytosin-Fehlpaarungen erhalten. Diese Verfahrensvariante eignet sich insbesondere zur Bestimmung des 
Methylierungsmusters von gering methylierten DNA-Sequenzen, wie sie zumeistbei Saugern oder Pflanzen vorkommen 
S auger DNA weist eine Methylierungsrate von 3 bis 10% auf, die von Pflanzen bis zu 50%. Viren weisen demgegentiber 
einen Methyliemngsgrad von bis zu 100% auf, hier kann auch der direkte Nachweis der nicht methyliert vorliegenden 
Cytosine iiber die entsprechenden Guanin/Uracil-Fehlpaarungen vorteilhaft sein. 5 
[0015] Auch die parallclc Durchfuhrung beidcr Vcrfahrcnsvariantcn ist moglich. 

[0016] Als Detektor-DNA-Sequenzen konnen z. B. synthetisch zugangliche Polynucleotide, bevorzugt mit einer 
Langc zwischcn 5 und 100, bcsondcrs bevorzugt zwischen 12 und 35 Nucleotides verwendet werden. Die Dctektor- 
DNA-Scquenzcn lasscn sich dazu aus der bekanntcn Ausgangs-DNA-Scqucnz dirckt ablciten. Die einzclnen Detektor- 
DNA Sequenzen konnen sich dabei uberlappen, so dass letztlich immer eine auftretende Fehlpaarung einem bestimmten 10 
Ort innerhalb der Ausgangs-DNA-Scquenz zugeordnet werden kann. 

[0017] Die Fehlpaarungen konnen schlieBlich mit Fehlpaarung erkennenden Substanzen, wie z. B. mutS nachgewiesen 
werden. 

[0018] Die chemische Umwandlung nicht methylierter Cytosinbasen in DNA-Sequenzen erfolgt bevorzugt an Einzel- 
strangen, die z. B. durch Denaturierung von doppelstrangigen DNA-Proben im alkalischen gewonnen werden konnen. 15 
Die umgewandelte DNA kann dann, falls notig, weiter aufgearbeitet, dass heiBt abgetrennt, emeut denaluriert, neutrali- 
siert, prezipitiert und entsalzt werden. 

[0019] Verfahren zur chemischen Umwandlung von Cytosin in Uracil sind z. B. beschrieben in "Bisulfite methylation 
analsis of single DNA-Strand", Tech. Tips Online 1998 BioMednet, Kimberely D Tremblay, Deaprtment of Biology, 
University of Pennsylvania, Philadelphia, PA 1 91 04 USA und in "Promoter methylation analysis on microdissected pa- 20 
raffin-embedeed tissues using bisulfite treatment and PCR-SSCP", Biotechniques 30: 66-72 (January 2001) S. 66-72. 
Dabei wird die umzuwandelnde methylierte Cytosinbasen enthaltende DNA in Wasser gelost und anschlieGend durch 
Zugabe einer Natriumbisulfit-Hydroquinon-Lbsung im alkalischen unter erhbhter Temperatur unter Lichtausschluss um- 
gesetzt. Nach Abschluss der Umsetzung kann die erhaltene DNA chromatographisch gereinigt werden. 
[0020] Die Hybridisicrung der chemisch umgewandclten DNA-Nucleotide mit der Detektor-DNA kann an jeder Ober- 25 
flache stattfinden, an die die Hybride ortsaufgelbst gebunden werden konnen. Dazu stehen bekannte Moglichkeiten, wie 
z. B. die Anbindung von Nucleinsaurcn iiber Disulfidbriicken an Goldoberflachen oder die Bindung von biotinylierten 
Nuklcinsauren an mit Avidin belegte Oberflachen zur Verfugung. Die Hybridisierung selbst kann passiv oder aktiv elck- 
tronisch beschleunigt erfolgen, wie dies z. B. mit einem Chip der Firma Nanogen Inc. (San Diego/US A) moglich ist. Die 
elektronische Adressierung erfolgt dabei durch Anlegen eines elektrischen Feldes, bevorzugt zwischen 1,5 V und 2,5 V 30 
bei einer Adressierungsdauer zwischen 1 bis 3 Minuten. Aufgrund der elektrischen Ladung der zu adressierenden Nu- 
cleotidsequenzen wird deren Wanderung durch Anlegen eines elektrischen Feldes stark beschleunigt Die Adressierung 
kann dabei ortsaufgelbst erfolgen, wobei an unterschiedlichen Zonen der Chipoberflache nacheinander adressiert wird. 
Dabei konnen an den einzelnen Orten unterschiedliche Adressierungs- und Hybridisierungsbedingungen eingestellt wer- 
den. 35 
[0021] Nach erfolgter Hybridisierung konnen sowohl die Guanin/Uracil- als auch die Adenin/Methylcytosin-Fehlpaa- 
rungen mit Fehlpaarungen erkennenden Substraten nachgewiesen werden. Geeignete Substrate sind z. B. Basenfehlpaa- 
rungen bindende Proteine wie mutS oder mutY, bevorzugt aus H.coli, T.thermophilus oder T.aquaticus, MSH 1 bis 6, be- 
vorzugt aus S. cerevisiae, 51-Nuclease, T4-Endonuclease, Thyminglykosylase, Cleavase oder Fusionsproteine enthal- 
tend eine Domane dieser Basenfehlpaarungen-bindenden Proteine. 40 
[0022] Das Fehlpaarungen erkennende Protein kann auBer farbstofFtragendcn, lumineszierenden und fluoreszierenden 
Gruppen auch polymere Marker (J. Biotechnol. 35, 165-189, 1994), Metallmarker, enzymatische oder radioaktive Mar- 
kierungen oder Quantum dots (Science Vol 281, 2016, 25. Sep. 1998) enthalten. Die Enzymmarkierung kann dabei z. B. 
eine direkte Enzymkupplung oder ein Enzymsubstrattransfer oder eine Enzym-Komplemcntation sein. Zur enzymati- 
schen Markierung eignen sich vor allem die Chloramphenicol- Acetyltransferase, die alkalische Phosphatase, die Lucife- 45 
rase oder die Peroxydase. 

[0023] Insbesondere die Substratmarkierung mit FarbstofTen, die im Bereich zwischen 400 und 800 nm Licht absorbie- 
ren oder emittieren ist bevorzugt. Unter den zur Markierung geeigneten Huoreszenzfarbstoffen sind vor allem Cy™3, 
Cy™5 (von Amersham Pharmacia), Oregon Green 488, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 
594, Alexa Fluor 647, Bodipy 558/568, Bodipy 650/665, Bodipy 564/570 (z. B. von der Firma Mobitec, Deulschland), S 50 
0535, S 0536 (z. B. von der Firma F1iW, Deutschland), Dy-630-NHS, Dy-635-NHS, EVOblue30-NIIS (z. B. von der 
Firma Dynomics, DeuLschland), FAR-Blue, FAR-Fuchsia (z. B. von der Firma Medway, Schweiz), Alto 650 (von der 
Firma Atto Tech, Deutschland), FTTC oder Texas Red zu bevorzugen. Neben den direkt markierten Substraten konnen 
auch markierte Antikbrper verwendet werden, die direkt gegen mutS oder gegen eine fusionierte Peptiddomane, wie 
z. B. MBP, gerichtet sind. 55 
[0024] Da jedem Ort der Trageroberflache eine definierte Nucleotidsequenz zugeordnet werden kann, kann aus den er- 
haltenen nuoreszenzsignalen, in den Fallen in denen an jedem Ort auf dem Trager genau eine mbgliche Fehlpaarung auf- 
treten kann, direkt in das entsprechende Methylierungsmuster iibersetzt werden. In der Regel sind aber an jedem Ort auf 
der Trageroberflache rnehrere potentielle Fehlpaarungspositionen (Cytosine in der entsprechende Teilsequenz der Aus- 
gangs-DNA) enthalten. Zur Ermittiung des Methylierungsmusters anhand der Fluoreszenzsignale ist es dann zweckma- 60 
Big sich in ihrer Sequenz uberlappende Detektor-DNA-Sequenzen einzusetzen. Die Auswertung erfolgt dann nach der 
"Clustering analysis"-Methode (beschrieben in Eisen, M. B, Spellman, PT, Brown P. O., Botstein D 1998, Ouster analy- 
sis and display of genome wide expression pattern, Proc. Natl. Acad Sci USA95, 14863-14868; Review: Discovering 
Pattern in Microarray Dat Molecular Diagnosis Vol. 5 No. 4 2000 Harry Burke. S349) oder der "Principal Components 
analysis'-Mcthode (beschrieben in Hilscnbcck SG, Fricdcrichs WE, SchirT R., Statistical analysis of array expression 65 
data as applied to the problem of tamoxifen resistance J. Natl Cancer Institul 1999 91 453-459). 
10025] Die Spezifltat der Messung von Fehlpaarungen mit mutS, einem bevorzugten Fehlpaarungen erkennenden Sub- 
strat kann weiter durch die Zugabe von Tensiden oder durch Zugabe von BSA, dass unspezifische Bindungsstellen an 
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den Hybriden blockiert erhbht werden. MutS besitzt dariiher hinaus den \fcrteil, dass eine Messung auch unter Niedrig- 
salzbedingungen bis zu einer Salzkonzentration von 10 mM erfolgen kann. 

[0026] Urn die Zuverlassigkeit des Verfahrens weiter zu verbessern konnen durch einen Zwischen schritt etwaige, nach 
dem Hybrdisierungsschritt auf dem Trager fixierte, einzelstrangige Nucleotidsequenzen durch Zugabe einer Nuclease, 

5 bevorzugt einer Mung Bean Nuclease oder S 1 -Nuclease, abgebaut werden. 

[0027] Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren kann das Methylierungsmuster von DNA-Fragmentcn mit bekannter 
Sequenzen einfach und schnell bestirnmt werden. Insbesondere durch die Verwendung von aktiven, elektronisch adres- 
sierbaren Chips kann die Messdauer weiter gesenkt und die Zuverlassigkeit der Messung, durch die sehr gute elektrische 
Kontrollierbarkeit der Hybridisierung, verbessert werden. Die einmal mit Detektor-DNA belegtcn Trager sind daruber 

10 hinaus wiederverwendbar, die gemessene DNA kann einfach dehybridisiert und von der Oberflache abgewaschen wer- 
den. Dies crmbglicht einen hohen Probendurchsatz mit einem belegten Trager. 

[0028] Zur Erlaulerung des beanspruchten Verfahrens sind die einzelnen Verfahrensschritte in Fig. 1 beispielhaft sche- 
matisch wiedergegeben. In Schritt I) ist die chemische Umsetzung von Ausgangs-DNA-Oligonucleotiden gezeigt. Die 
Oligonucleotide sind strichformig dargestellt, wobei das linke Oligonucleotid ein Methylcytosin ( 5m C), das rechte Oligo 

15 an der gleichen Stelle ein nichl methyliertes Cytosin (C) enthalt. Bei der Umsetzung werden die nicht methylierten Cy- 
tosinbasen in Uracil umgewandelt. Im Anschluss werden die Oligonucleotide auf eine Chipoberflache aufgetragen, die 
Detektor-DNA mit einer Adeninbase an der zu den Positionen *™C und C komplementaren Stelle auf dem Detektor- 
DNA-Oligonucleotid, enthalt (Schritt II)). Schritt III) zeigt die Hybridisierung der aufgetragenen Oligonucleotide mit 
der Detektor-DNA-Sequenz, wobei im Falle des Vorhandenseins eines Methylcytosins an dieser Position eine Fehlpaa- 

20 rung entsteht, die mit fluoreszenzmarkierten mutS detekuert werden kann. 

Ausfiihrungsbeispiele 

Nachweis von Methyierten C-Bausteinen in DNA auf einem aktiven elektrischen Chips und dem Enzym MutS 

25 

[0029] In einem ersten Versuch wird gezeigt, dass mit Hilfe des beanspruchten Verfahrens die Detektion von Adenin/ 
Methylcytosin-Fchlpaarungen mit fluoreszcnzmarkicrtcm mutS als Fehlpaarungen crkcnncndes Substrat gclingt. Wobei 
zur Hybridisierung. 

[0030] Dazu wurden die Oligonucleotide Seq. ID No. 1, 2 und 3 (0.05 uMol MaBstab) mit Wasser verdiinnt, so dass 
30 eine Endkonzentration 10 picomol/1 ul vorliegt. Die wassrige Losung wurde anschlieBend in 50 mM Histidin Puffer 
1:100 gelost. 

Eingesetzte Oligonucleotide 
35 1) Detektor-DNA mit Biotin am 5-Ende (sense + 2A (5'-biotinyliert)) 

AAACATA CAA AAATTAAAAT ACAAAT CATC TCTAACCA (Seq. ID No. 1) 



40 2) Modell- Verbindungen urn MutS-Bindung zu evaluieren (5'-CY3 markiert) 

TGGTTAGAGA TGATTTGTA 5m C TTTAATTTTT GTATGT (Seq. ID No. 2) 
TGGTTAGAGA TGATTTGTAT TTTAATTTTT GTATGT (Seq. ID No. 3) 

45 

[0031] Die methylmodifiziertcn Basen sind als 5ra C gekcnnzeichnet. 
[0032] Adressierung auf elektrisch adressierbaren Chip mit Hydrogel-Layer: 

Das biotinylierte Oligo wurde mit 2 V fur 60 s auf die Eiektroden des Chips (Nanogen Inc.) an zwei getrennte Orte auf 
der Oberflache des Chips adressiert und fixiert. Die Hybridisierung der komplementaren DNA-Oligos erfolgte ortsauf- 
50 gelost bei 2 V fur 120 s in Hisudin Puffer. Der Chip wurde fiir 10 min mit Puffer A (20 mM Tris/HCL pH, 7.6, 50 mM 
KC1, 5 mM MgC12. 0.01% Tween/20, 1% BSA) gewaschen. 

[0033] 0.5 ug Alexa Fluor 647 (der Firma Mobitec, Deutschland), markiertes mutS wurden in 100 pi Puffer A aufge- 
nommen. Der Chip wird mit dem gelbsten mutS fur 45 Minuten inkubiert. Nach 45 Minuten wird der Chip mit 10 ml 
Puffer A ohne BSA gespiilt und im Anschluss die Fluoreszenz mit einem Scanner bestirnmt. 
55 [0034] Das Ergebnis ist in Fig. 2 dargestellt. Die Fluoreszenz zweier unabhangig voneinander vorgenommenen Mes- 
sungen lag an dem Ort an dem die Hybridisierung von Seq. ID No. 1 und 2 zu einer Adenin/Methylcytosin-Fehlpaarung 
fuhrte (Balken 1 in Fig. 2) bei 60.3 (Spot 1) und 55. 7 (Spot 2) die Fluoreszenz lag an den Orten an denen keine Fehlpaa- 
rung vorlag bei 47.9 (Spot 3) und 29.5 (Spot 4). In Fig. 2 sind die entsprechenden Mittelwerte der beiden Messungen ab- 
gebildet. 

60 

Chemische Modifkation von Cytosin-Bausteinen zu Uracil-Baustcinen 
10 ug bzw. 5 ug bzw. 1 ug eines Oligonucleotides Seq. ID No. 4 

65 TGGCTAGAGA TGATCCGCA 5m C TTTAACTTCC GTATGC (Seq. ID No. 4) 

(Ausgangs-DNA-Oligo, das chemisch behandelt wurde (5'-CY3 markiert)) 

mit einem Methylcytosin-Baustein wurden in 100 ul Wasser gelost. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10 ul 3 N 
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wassriger NaOIMxisung. Die 1 10 pi Losung wurde 30 min. auf 42°C erhitzt und im Anschluss in 1020 ul 40.5%iger Na- 
triumbisulfit- (pH 5) und 60 ul 10 mM Hydroquinon-Losung aufgenommen. Nach Zugabe von weiteren 10 ul Wasser 
wurde das Gemisch fur 16-18 Stunden bei 55°C unter Lichtausschluss erhitzt. AnschlieBend wurden 500 ul der entspre- 
chenden Losung auf einer NAPS-Saule (Pharmacia) pipettiert, die nach Herstellerangaben konditioniert wurde. Das ent- 
sprechende Oligonucleottd wurde mit 800 ul Wasser eluiert. Die Urnsetzung wird durch Zusatz 3 M NaOH zu der erhal- 5 
tenen Oligonucleotid-Fraktion bis zu einer NaOH-Endkonzentration von 0,3 M bei 37°C vervollstandigt. Danach werden 
die erhaltenen chemisch umgewandelten DNA-Oligonucleotide nochmals durch Chromatographie an einer NAPS-Saule 
gereinigt und entsalzt. 50 ul der entsalzten Losung wurden mit 50 ul 100 mM Histidin-Losung verdunnt. Es werden 
DNA-Oligonucleotide erhalten deren nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil umgewandelt wurden. 
[0035] Herstellung der 40.5%igen Natriumbisulfit-Losung (Sigma. S-8890. 8.1 g/20 ml): Dazu wurde die Festsubstanz 10 
in 17 ml kalten Wasser gelost und mit 10N NaOH-Losung auf einen pH-Wert von 5 eingestellt und anschlieBend auf 
20 ml aufgefullt. Als Hydroquinon-Losung wurde eine 10 mM (Sigma H-9003) Losung verwendel. (Die chemische Um- 
wandlung von Cytosin in Uracil ist z. B. beschrieben in "Bisulfite methylation analsis of single DNA-Strand", Tech. Tips 
Online 1998 BioMednet; Kimberely D Tremblay, Deaprtment of Biology, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA 
1 9 104 USA und in "Promoter methylation analysis an microdissected paraflin-embedeed tissues using bisulfite treatment 15 
and PCR-SSCP", Biotechniques 30: 66-72 (January 2001) S. 66-72) 

Unspe/.ifische Markierung von mutS mit Alexa Fluor 647 

[0036] Fur die Konjugation wird der entsprechende Alexa Fluor 647 Succinimidylester iiber eine nukleophile Substi- 20 
tutionsreaktion an Proteinlysinreste unspezifisch kovalent gemaB dem FluoroLink™ product specification protocol, 
Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK geknupft. Dabei erfolgt die Fluoreszenzmarkierung von mutS durch 
Inkubation mit einem groBen Uberschuss an Fluorophor unter stark basischen Bedingungen (0,1 M Na^COs, pH 9,3). 
Das erhaltene fluoreszenzmarkierte mutS wird gelpermeationschromatographisch gereinigt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Nanogen Recognorriics GmbH 

5 <120> Verfahren zur Bestimmung des Methylierungsmusters von 
DNA 

<130> 202nr01.de 

10 

<140> 
<141> 

15 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

20 

<210> 1 
<211> 38 
<212> DNA 
25 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

30 <223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Detektor-DNA 
5 v -biotinyliert 

<400> 1 

35 aaacatacaa aaattaaaat acaaatcatc tctaacca 38 



<210> 2 
40 <211> 36 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

45 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 
Modell-Oligonucleotid, 3 X -CY3 markiert 

50 

<400> 2 

tggttagaga tgatttgtac tttaattttt gtatgt 36 

55 

<210> 3 
<211> 36 
<212> DNA 

60 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

65 
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<223> Beschreibung der kllnstlichen Sequenz: 
Modell-Oligonucleotid, 3'-CY3 markiert* 

<400> 3 

tggttagaga tgatttgtat tttaattttt gtatgt ■ 36 

10 

<210> 4 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 15 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

Ausgangs-DNA-Oligonucleotid 20 

<400> 4 

tggctagaga tgatccgcac tttaacttcc gtatgc 36 ^ 

Patcntanspriichc 

1. Verfahren zur Bestimraung des Methylierungsmuster von DNA umfassend folgende Verfahrensschritte: 

a) Chemische Umwandlung der Ausgangs-DNA mit bekannter Sequenz, wobei darin enthaltenes nicht methy- 30 
lieries Cylosin in Uracil umgeselzt wird, 

b) Hybridisierung von einzelstrangigen, nach Schritt a) behandelter DNA mit einzelstrangigen Detektor- 
DNA-Sequenzen die komplementar zur Ausgangs-DNA-Sequenz oder deren Teilsequenzen sind, wobei die 
Guaninbasen gegen Adenin ausgetauscht sein konnen, 

c) Fixierung von einzelstrangigen Detektor-DNA-Sequenzen oder von einzelstrangigen nach Schritt a) behan- 35 
delten DNA-Sequenzen vor oder wahrend der Hybridisierung oder von Heteroduplices aus Detektor- und nach 
Schritt a) behandelten DNA-Sequenzen nach oder wahrend der Hybridisierung, wobei die Fixierung ortsauf- 
gelost auf einem Trager erfolgt, so dass jeder Detektor-DNA-Sequenz ein bestimmter Ort zuzuordnen ist, 

d) Inkubation mit einem Guanin/Uracil- oder Adenin/Methylcytosin-Fehlpaarungen erkennenden Substrat 
und Detektion der Substratbindungen. 40 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass die Hybridisierung clcktronisch beschlcunigt erfolgt. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, dass die Fixierung von einzelstrangigen 
Detcktor-DNA-Sequcnzcn oder einzelstrangigen nach Schritt a) behandelten DNA-Scqucnzcn vor oder wahrend 
der Hybridisierung oder von Heteroduplices aus Detektor- und nach Schritt a) behandelten DNA-Sequenzen nach 
oder wahrend der Hybridisierung ortsaufgelost auf einem elektronisch adressierbare Oberflache erfolgt. 45 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 dadurch gekennzeichnet, dass die chemische Umwandlung des 
nicht meihylierten Cytosins mit einem Bisulfit erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 dadurch gekennzeichnet, dass die auf dem Trager flxierten einzel- 
strangigen Nucleotidsequenzen, die nicht hybridisiert vorliegen, durch Zugabe einer Nuclease abgebaut werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass als Detektor-DNA DNA-Sequenzen 50 
mit einer Lange von 5 bis 100 Nucleotiden verwendet werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6 dadurch gekennzeichnet, dass als Detektor-DNA uberlappende 
DNA-Sequenzen verwendet werden. 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 55 



60 



65 



7 



- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 102 04 566 A1 
C12Q 1/68 

14. August 2003 




103 330/455 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 102 04 566 A1 
C12Q 1/68 

14. August 2003 



CM 




03 

m 

i 



03 

8 
3 



103 330/455 



